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Luc Picard. Les canaux du réticulum sarcoplasmique cardiaque
présentent des propriétés électrophysiologiques et un profil pharmacologique
différents de leurs homologues de la membrane de surface.
Le couplage excitation-contraction au niveau cardiaque nécessite une
augmentation rapide et transitoire de la concentration de Ca^"^ intracellulaire. Le Ca^^
nécessaire à la contraction cardiaque est contenu à l'intérieur du réticulum sarcoplasmique
(RS) et est libéré par un mécanisme appelé « Ca^'^-induced Ca^"^ release ». Il a été
rapporté que la libération rapide du Ca^"^ par le RS est inhibée lorsque les mouvement des
ions et/ou Cl" à travers le RS sont bloqués. Cette étude a permis de caractériser le
profil électrophysiologique et pharmacologique des canaux du RS dérivé de cellules
atriales d'humains et d'ovins. Des expériences de liaison spécifique à la [^H]-Ryanodine
et des analyses comparatives sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) ont été réalisées sur
des préparations de RS atriales de mammifères supérieurs. La liaison spécifique de la
[^H]-Ryanodine sur le canal Ca^"^ du RS a été inhibée par le rouge de ruthénium et le Mg^"*"
avec des valeurs d'ICso de 4.11pM et de 9.12 mM respectivement. Les protéines de ces
mêmes fractions ont été reconstituées dans des bicouches lipidiques planes. L'activité
d'un canal sélectif aux ions monovalents a été enregistrée. Ce canal présente une grande
conductance unitaire de 193 pS et 185 pS pour des préparations humaines et ovines
respectivement. L'amplitude du courant, la conductance ainsi que sa cinétique n'ont pas
été affectées par l'addition de 5 mM de 4-AP, 100 nM d'IbTX, 3 pM de E-4031 et 30 pM
d'amiodarone. Ces résultats démontrent que le canal K"^ du RS, présent dans toutes les
préparations de mammifères supérieurs testées, a un profil pharmacologique différent de
celui des canaux K"^ des membranes de surface. Malgré le fait que les propriétés du canal
sont relativement bien connues, l'identité moléculaire du canal K"^ du RS reste à être
élucidée.
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Le cœur est l'organe moteur du système cardiovasculaire. Il a la responsabilité de
pomper le sang dans tous les vaisseaux sanguins de l'organisme de façon a fournir les
différents nutriments et l'oxygène nécessaires au bon fonctionnement de tous les tissus de
l'organisme. Il participe en même temps à l'élimination du CO2 via la circulation
pulmonaire. Le CO2 est par la suite expiré par les poumons. Le cœur est composé de trois
couches tissulaires soient l'épiearde (couche externe), le myocarde (eouche médiane) et
l'endoearde (eouche interne) (Tortora et al., 1994). L'épiearde est composé de
mésothélium et de tissu conjonetif et tapisse la paroi externe du cœur. Le myoearde est le
tissu musculaire du cœur responsable de la contraetion cardiaque. C'est dans le
myocarde qu'on retrouve les fibres musculaires cardiaques striées, ramifiées et
involontaires. Ces fibres sont disposées tout autour du cœur et forment derrx grands
réseaux : un réseau auriculaire et un réseau ventriculaire. Chaque fibre est reliée aux
fibres adjacentes par des structures qui apparaissent comme des épaississements
transversaux de la membrane sarcolemmale appelés disques intercalaires. Ces disques
intercalaires renferment des jonctions serrées qui permettent la propagation du potentiel
d'action d'une fibre à l'autre et des desmosomes qui attachent les cellules les unes aux
autres (Torora et al., 1994). L'endocarde est en continuité avec l'endothélium des gros
vaisseaux sanguins et tapisse l'intérieur du cœur. Le cœur se divise en quatre cavités.
Les oreillettes droite et gauche sont les cavités supérieures et les ventricules droit et
gauche sont les cavités inférieures. L'oreillette droite est séparée du ventricule droit par
la valvule tricuspide. L'oreillette gauche est séparée du ventricule gauche par la valvule
bicuspide.
L'influx cardiaque
Pour que la contraction cardiaque soit efficace, les cellules cardiaques doivent
toutes se contracter en même temps avec néanmoins un léger déphasage d'excitation entre
l'apex et le haut des ventricules. Le cœur nécessite donc d'abord et avant tout un bon
système de conduction de façon à transmettre l'influx cardiaque à travers toute le cœur de
façon rapide et efficace. L'excitation cardiaque est initiée au niveau du nœud sinusal
situé dans la paroi de l'oreillette droite. Le nœud sinusal est le pacemaker du cœur et
c'est lui qui donne le rythme au cœur (Tortora, 1994). L'influx se propage par la suite
dans les fibres auriculaires vers le nœud auriculo-ventriculaire (AV), ensuite vers les
branches gauche et droite, à travers le septum interventriculaire vers l'apex du cœur. Le
réseau de fibres de Purkinje propage ensuite l'influx cardiaque dans tout la masse du tissu
ventrieulaire (Opie, 1998). Les fibres de Purkinje ont une vitesse de conduction
extrêmement élevée (200 em/s) pour plusieurs raisons. Premièrement, les cellules de
Purkinje ont un diamètre environ trois fois plus grand que les autres myocytes
ventriculaires. La résistance s'opposant à la conduction décroît à mesure que le diamètre
augmente donc le grand diamètre des fibres de Purkinje lui permet de conduire l'influx
plus rapidement (Opie, 1998). Deuxièmement, les cellules des fibres de Purkinje
renferment des disques intercalaires qui sont situés entre elles. Ce sont des jonctions
serrées composées de desmosomes et de connexons formant les « gap junctions » qui
facilitent la conduction entre les cellules (Tortora, 1994). Finalement les fibres de
Purkinje ont une densité de canaux Na"^ plus élevée « 200 eanaux/pm^ (Beau et al., 1989)
que les autres eellules du ventricule « 43 canaux/)Lim^ (Hanck et al., 1990). Cette grande
conductivité des fibres de Purkinje permet aux cellules ventriculaires d'être excitées
presque simultanément de façon à ce que le cœur se contracte comme un syncytium.
Le couplage excitation-contraction au niveau squelettique
L'augmentation transitoire de la concentration du Ca^"^ dans le myocyte cardiaque
est le signal intermédiaire entre la dépolarisation électrique du sarcolemme et l'activation
des microfilaments (Rice et al, 2001). Ce phénomène est défini comme étant le couplage
exctitation-contraction. C'est le processus du passage de l'excitation électrique à la
contraction (Bers, 2002). De façon générale, le couplage excitation-contraction au niveau
des muscles squelettiques débute par l'arrivée d'un potentiel d'action (PA) au niveau de la
membrane sarcolemmale. Celui-ci se propage le long de celle-ci par l'entremise des
canaux Na^. L'ouverture de ces canaux sodiques provoque un changement de voltage au
niveau du sarcolemme. Cette différence de potentiel active les canaux Ca^"^ de la
membrane sarcolemmale (DHPRs) et le changement de conformation des DHPRs active
directement les canaux Ca^"^ du RS (Fig. 1) puisqu'au niveau squelettique, les DHPRs sont
liés morphologiquement au Récepteur à la Ryanodine (RyRs). L'ouverture des canaux
calciques-RyRs- provoque une augmentation rapide de la concentration intracellulaire de
2_|_
Ca et la contraction peut ensuite prendre place. Le couplage excitation-contraction au
niveau cardiaque est plus complexe qu'au niveau squelettique et il sera décrit plus en














Figure 1- Schéma résumant le couplage exeitation-contraction au niveau des muscles
squelettiques.
Le changement de configuration des DHPRs engendré par les changements de voltage au
niveau de la membrane sareolemmale et du système tubulaire transversal active les
canaux calciques du RS=RyRi.
Le couplage excitation-contraction au niveau cardiaque
Au niveau des cellules cardiaques, le couplage excitation-contraction est
semblable à celui des cellules des muscles squelettiques. Il existe cependant des
différences (Franzini-Armstrong et al., 1997; Leong et al., 1998; Franzini-Armstrong,
Sd" • 2d"
1999). Au niveau cardiaque, ce phénomène est appelé « Ca -induced / Ca -release »
(CICR). Le couplage excitation-contraction débute également par l'arrivée d'un PA qui
parcours la membrane sareolemmale par l'entremise des canaux Na"^. Les cellules
ventriculaires cardiaques ont un potentiel de repos d'environ -78 mV (Opie, 1998).
Lorsque ces cellules sont activées par le PA arrivant de la fibre voisine, les canaux Na"^
voltage-dépendants s'ouvrent très rapidement et laisse entrer du Na"^ dans le myoplasme.
Cette ouverture des canaux sodiques et l'entrée rapide de Na"^ à l'intérieur de la cellule
crée une dépolarisation rapide. Cette dépolarisation au niveau du sarcolemme provoque
l'activation des canaux Ca^"^ de type-L (voltage-dépendants), qui sont également les
récepteurs aux dihydropyridines (DHPRs) (Cheng et al., 1996; Franzini-Armstrong et al.,
9-1-
1997; Franzini-Armstrong et al., 1998). L'ouverture de ces canaux Ca de type-L laisse
entrer du Ca^"^ à l'intérieur de la cellule qui active à son tour les canaux Ca^"^ du réticulum
sarcoplasmique (RS), appelés les récepteurs à la ryanodine (RyRs) (Sutko et al., 1996;
Franzini-Armstrong et al., 1997; Sutko et al., 1997; Wagenkneeht et al., 1997; Franzini-
2_|_
Armstrong et al., 1998). C'est cette libération du Ca du RS qui provoque une
2_j_
augmentation rapide de la concentration calcique à l'intérieur du myoplasme. Le Ca se
lie ensuite à la troponine C pour induire un changement de conformation et ainsi libérer
les sites actifs de la myosine pour que l'actine puisse s'y lier (Tortora et al., 1994). Pour
2_l_
que la relaxation des myofilaments puisse suivre, la concentration de Ca à l'intérieur du
myoplasme doit diminuer. Ceci nécessite le transport du Ca^"^ à l'extérieur du myoplsame
par quatre voies connues. D'abord par la Ca^'^Mg^'^-ATPase du RS, par l'échangeur
NaVCa^"^ de la membrane sarcolemmale, par la Ca^'^g^'^-ATPase de la membrane
sarcolemmale et par le transport uniport du Ca^^ à l'intérieur des mitochondries (Bers,
2002).
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Figure 2- Schéma du couplage excitation-contraction cardiaque :
L'entrée du Ca^"^ par l'ouverture des canaux Ca^"^ de la membrane sarcolemmale (DHPRs)
correspond à la phase « Ca^'^-induced » et l'activation des canaux Ca^"^ du RS (RyRs) par
cette entrée de Ca^^ correspond à la phase « Ca^"^ -release ».
Le Réticulum Sarcoplasmique
Dans toutes les cellules musculaires striés des mammifères, les variation de Ca^"*"
intracellulaire, menant au bon fonctiormement du phénomène CICR et éventuellement de
la contraction musculaire, sont contrôlées majoritairement par le réticulum
sarcoplasmique (RS). Le RS est un organel qui a comme fonction de servir de réservoir
afin de séquestrer le Ca^"^ pour le libérer rapidement dans le myoplasme lors du transitoire
calcique (dCa/dt) qui déclenche la contraction (Endo, 1977; Martonosi, 1984). Il est
constitué d'un réseau de membranes intracellulaires disposées entre les myofîlaments
cellulaires. Le RS présente deux régions distinctes soit le RS longitudinal et le RS
jonctionnel. Le RS longitudinal est disposé parallèlement à l'axe des cellules musculaires
alors que le RS jonctionnel correspond aux citernes terminales qui sont en contiguïté avec
le système tubulaire transverse (Fig. 3) (Rousseau et al., 1992). Au niveau des muscles
squelettiques, ces citernes terminales sont en contact avec la membrane des tabules T
alors qu'au niveau cardiaque, ces citernes peuvent également être apposées à la membrane
sarcolemmale (diades) (Sommer et al., 1979). Le mécanisme du couplage excitation-
contraction dans le cœur s'effectue au niveau de ces jonctions entre les citernes terminales
9-1-
et la membrane de surface. Au repos, le Ca contenu dans le RS est majoritairement lié à
9-l-
la calséquestrine (CSQ), une protéine qui servirait d'« éponge » pour le Ca lors de son
stockage (Scott et al., 1988; Yano et al., 1994). Le mécanisme moléculaire précis menant
à la libération du Ca^"^ de la CSQ lors du couplage excitation-contraction est encore mal
connu mais la triadine (Caswell et al., 1991; Knudson et al., 1993a; Knudson et al.,
1993b) et la junctine (Jones et al., 1995) seraient des protéines qui communiqueraient
potentiellement avec la CSQ (Scott et al, 1988; Zhang et al., 1997). Suite à la libération
du Ca^"^ dans le myoplasme de la cellule, celui-ci est repompé à l'intérieur du RS par une
pompe appelé Ca^^Mg^'^-ATPase (Martonosi, 1984). Au niveau cardiaque, c'est la pompe
2_|_
SERCA 2 qui est majoritairement présente (Lompre et al., 1994). Le repompage du Ca
à l'intérieur du RS induit la relaxation de la cellule cardiaque. On a longtemps cru que les
cellules atriales étaient dépourvues en RS fonctionnel. Des études ont par la suite
démontré que les cellules auriculaires présentaient bel et bien un RS mais qui était
différent de celui au niveau ventriculaire (Sommer et al., 1976; Bossen et al., 1981).
Plusieurs études ont aussi montré que le RS auriculaire était entouré des structures
nécessaire au couplage excitation-contraction comme la caséquestrine, la troponine C, la
pompe Ca^'^Mg^'^-ATPase (SERCA), la triadine, la junctine et le phospholamban. Le
2_|_ 9_l_
phospholamban interagirait avec la pompe Ca Mg -ATPase et provoquerait l'inhibition
de celle-ci (Comea et al., 1997; Kadambi et al., 1997). Par la suite, notre laboratoire
démontrait la présence des canaux Ca^^, Cl" et K"^ au niveau du RS des cellules atriales
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Figure 3- Stracture Ixidimensionnelle d'une fibre musculaire striée.
Les citernes terminales sont en contiguïté avec le système tabulaire transverse (réticuium
sarcoplasmique jonctionnel). Le couplage excitation-contraction s'effectue au niveau de
ces jonctions qui correspondent aux disques Z. Bandes I : bandes constituées de filaments
fins d'actine. Disque Z : zone d'attachement des filaments d'actine.
Canaux et Ct du RS
Au premier abord, les canaux K"^ et Cl" du RS ne sont jamais présentés comme
ayant un rôle majeur par rapport au « Ca^"^-release ehannel » que sont les RyRs mais ils
sont néanmoins essentiel au bon fonctionnement du RS et donc à l'efficacité du couplage
•  2~b ^
excitation-contraction. Comme discuté antérieurement, la libération du Ca contenu à
2_|.
l'intérieur du RS est à l'origine de la contraction musculaire. Le repompage du Ca par
la pompe Ca^'^Mg^'^ ATPase (SERCA) à l'intérieur du RS, lui, contribue à la relaxation
(Martonosi, 1984). Tous les mouvements de Ca^"^ à travers le RS doivent être et sont
accompagnés par des mouvements de contre-charges à travers la membrane du RS. Ces
mouvements de contre-charges sont nécessaires pour l'entrée et la libération rapide de
Ca^^ dans la mesure où ils contribuent à garder le potentiel membranaire du RS éloigné de
Eca et à maintenir l'électroneutralité du système membranaire du RS (Rousseau et al.,
2_|_
1992). La force électromotrice exercée sur les ions Ca est régie par l'équation
9-1-
suivante où « Ica » représente le courant des ions Ca , « Vm » le potentiel membranaire du
94-
RS et « Eca » le potentiel d'équilibre du Ca :
Ica = (Vrs - Eca)
De toute évidence, si Vrs était égal à Eca, la force électromotriee sur les ions serait égale à
9-1
zéro et le mouvement net des ions Ca nul. Eca est déterminé par l'équation suivante où
« R » représente la constante des gaz parfaits (8.314 VC/K mol), « T » la température
en Kelvin (295 K), « Z » la valence de l'ion Ca^"^ (+2) et « F » la constante de Faraday
(96.48 X 10"'^ C/mol) :
P  _ RT Wa ""ïout
Ainsi, lors de la libération rapide du Ca des ions Cl" quitte la lumière du RS vers le
cytoplasme (Fig. 4A) et des ions K"^ entre dans le RS. Lors du repompage, le mouvement








Rousseau et al., 1992
Figure 4-Rôle des canaux Cl" et K"^ du RS lors de la libération rapide (A) et du repompage
du Ca^^ (B).
(A) Lors de la libération rapide du Ca^"^ dans le cytoplasme, des ions Cl" quitte la lumière
du RS et des ions K"^ entre dans le RS. (B) Lors du repompage des ions Ca^"*", les ions Cl"
et les ions K"^ se déplacent dans le sens inverse. Ce mouvement des ions Cl" et K"^ lors des
'y j
mouvements de Ca est nécessaire pour maintenir le potentiel membranaire du RS
éloigné de Eca et à maintenir F électroneutralité du système membranaire du RS.
Rôle des canaux au niveau cardiaque
Le PA des cellules ventriculaires cardiaques comprend cinq phases soit la phase 0,
1, 2, 3 et 4 (Boyett, 1986). Les canaux des membranes de surface contribuent de façon
générale à la phase de repolarisation du PA. D'une région du cœur à l'autre, la forme et le
décours d'un PA (Fig. 5) varie considérablement en raison de l'expression cellulaire






Reprise et adaptée de Sperelakis, 1997
Figure 5- Différentes phases d'im potentiel d'action auriculaire.
La phase 0 correspond à la dépolarisation, la phase 1 à la repolarisation rapide, la phase 2
au plateau et la phase 3 et 4 correspondent à la repolarisation. Les canaux K"^ jouent un
rôle important au niveau de la phase de repolarisation.
La biologie moléculaire des canaixx K"^ de la membrane sarcolemmale des cellules
cardiaques a fait beaucoup de progrès au cours des dernières années (Shieh et al., 2000).
Une classification très détaillée de ces canaux est maintenant connue. Voici un aperçu
général de la classification des canaux K"^ responsables des différents courants présents
dans im potentiel d'action cardiaque.
Canaux K voltage-dépendants
Les canaux K"^ voltage-dépendants sont activés par un changements de voltage au
niveau de la membrane sarcolemmale. Ce changement de potentiel membranaire est dû à
l'ouverture et la fermeture des canaux Na"^ qui correspond à la phase de montée du PA
(phase 0). Les canaux K"*" participent ensuite à la repolarisation (Boyett, 1986).
canaux « transient outward »
L'ouverture des canaux K"^ de type « transient outward » (Itq) contribuent à la
phase de repolarisation rapide (phase 1) du potentiel d'action. Il existe deux types de
o_i_
courants Uo soit Ijoi qui est indépendant au Ca et sensible à la 4-AP et Ito2 qui est
dépendant au Ca^"^ et insensible à la 4-AP (Kenyon et al., 1979; Coraboeuf et al., 1982).
canaux « delayed rectifier »
La phase de repolarisation rapide est suivie par un plateau (phase 2) qui est
principalement dû au canaux K"^ « delayed rectifier ». Il existe trois type de canaux K"^
« delayed rectifier » soit les IKr (« rapid delayed rectifier ») , les IKs (« slow delayed
rectifier ») et les IKur (« ultra-rapid delayed rectifier »). Le courant IKr est aussi impliqué
dans les phases finales de repolarisation soit la phase 3 et 4 (Tristani-Firouzi et al., 2001).
canaux «leak.
Les canaux K « leak » contribuent eux aussi à la phase 3 et 4 de repolarisation,
heak et IKur contrcnt le courant calcique dépolarisant provenant des canaux calcique de
type L (Tristani-Firouzi et al., 2001).
Canaux dépendants du voltage et de ligands
Les canaux K"^ dépendants du voltage et de ligands sont activés, comme leur nom
l'indique, par un changement de voltage et leur activité peut être modulée par la liaison
d'un ligand à un récepteur spécifique extra ou intracellulaire ou à un site allostérique sur
le complexe protéique pour former le canal fonctionnel (tétra ou octamère).
canaux « inward rectifier »
Les canaux « inward rectifier » (IKi) participent également aux phases
terminales de repolarisation (phase 3 et 4). La rectification de IKi est dû à la présence de
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Mg intracellulaire (Martin et al., 1995). Dans la plupart des cellules cardiaques, Iki
détermine le potentiel de repos membranaire. Les cellules rythmogènes du cœur possède
un type différent de canaux K"^ « inward rectifier ». C'est un courant IKacIi qui est activé
par l'acétylcholine (Wickman et al., 1994).
Canaux modulés par ligands endogènes
La plupart des myocjhes cardiaques expriment également un canal K"^ « inward
rectifier » de type IKatp- Ce courant est inhibé par de l'ATP intracellulaire (Noma et al.,
1985, Barry et al., 1996).
Autres canaux des membranes de surface des cellules de mammifères
Les canaux K"^ ne jouent pas seulement un rôle au niveau cardiaque. Plusieurs
autres canaux K"^ existe et sont exprimés dans différentes parties du corps de l'humain et
également dans d'autres espèces. Ces différents canaux K"^ participent activement dans la
régulation de nombreux processus de signalisation cellulaire tant dans des cellules
excitables que dans les cellules non-excitables (C'est-à-dire qui ne génèrent pas de
potentiel d'action). En fait plus de 50 gènes différents codent pour des canaux K"*"
humains et pas moins de 200 gènes codent pour des canaux qui sont exprimés dans
d'autres espèces et ont été clonés dans la dernière décennie (Sbieb et al., 2000). Voici
quelques exemples de différents canaux K"^ importants.
Canaux activés par le Ca^^
La classe des canaux activés par le Ca^"^ comprend trois types de canaux qui
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requiert une augmentation de la concentration intracellulaire de Ca pour s'activer. Les
I
BKca (« big conductance Ca -activated ») sont des canaux de grande conductance activés
par le Ca^"^. Les IKca (« intermediate conductance Ca^'^-activated ») et les SKca (« small
9-1-
conductance Ca -activated») font partie également de cette classe mais ils ont des
conductances intermédiaires et petites respectivement. Les BKca possèdent une très
grande conductance (240-260 pS « in vitro » et 100-150 pS « in situ ») (Edwards et al.,
1995). C'est canaux sont très abondants dans les muscles lisses vasculaires où ils facilitent
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l'byperpolarisation (ou la repolarisation) membranaire en limitant l'entrée de Ca par
l'inhibition des canaux Ca^"^ de type L de sorte à permettre aux muscles de relaxer. On les
retrouve beaucoup au niveau des cellules endotbéliales comme les vaisseaux sanguins par
exemple. Les IKca ont une conductance intermédiaire (39 pS) et les SKca ont une petite
conductanee (10 pS) (Vogalis et al., 1997).
Vue dynamique sur le fonctionnement des canaux
Au cours des dernières aimées, la neurobiologie moléculaire a fait un grand pas en
avant avec la résolution atomique et moléculaire d'un canal (KesA) (Doyle et al,
1998). Des chercheurs ont récemment proposé un mécanisme cinétique ainsi qu'une vue
dynamique sur le fonctionnement des canaux K"^ (Bemèche et al., 2001; Morais-Cabral et
al., 2001; Zhou et al., 2001). De façon générale, le canal présente sept sites distincts le
long de l'axe du pore avec lesquels les ions K"^ vont interagir avec une faible affinité au
cours de leur passage dans le canal (Fig. 7A) (Miller, 2001). Le premier site est situé dans
la cavité centrale du pore. Le filtre de sélectivité contient quatre sites et les deux demiers
sites sont situés à proximité du pore du côté extracellulaire.
La cavité centrale
La cavité centrale correspond à un vestibule situé du côté intracellulaire par
rapport au filtre de sélectivité. C'est dans cette cavité que les ions K"^ entrent d'abord
avant d'être discriminés des autres cations par le filtre de sélectivité. Cette cavité peut se
dilater jusqu'à un diamètre de 10 Â. Elle sert à procurer au ions K"^ un environnement
aqueux adéquat de façon à abaisser la barrière énergétique diélectrique de la membrane
qui empêche les ions de passer (Doyle et al., 1998; Roux et al., 1999). Huit molécules
d'HaO (cercles rouge) se mettent autour de l'ion K"^ (cercle vert) pour l'hydrater (Fig. 6)
(Zhou et al., 2001).
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Figure 6- Hydratation d'un ion K"^ dans la cavité centrale du pore par huit molécule d'eau
disposée en plan polaire.
Le filtre de sélectivité
Le filtre de sélectivité est la structure centrale dont la séquence d'acides aminés est
conservée dans tous les types de canaux K"^. Cette séquence d'acides aminé (TVGYG)
provenant de chaque sous-unité est arrangée de façon à ce que leurs groupements
carbonyles (COQ") soient orientés vers l'intérieur du filtre. Cet arrangement permet donc
au filtre de sélectivité d'avoir quatre sites où l'ion K"^ peut se lier dans son état déshydraté
(Morais-Cabral et al., 2001). Lorsqu'un ion entre dans le filtre de sélectivité il se
déshydrate car les groupement COQ' mime son milieu aqueux (Fig. 7B) (Morais-Cabral
et al., 2001). Il est à noter que ce filtre est très spécifique aux ions K"^, un ion Na"^ par
exemple ne pourrait pas passer à travers le filtre de sélectivité. Les ion K"^ se déplacent le
long de ce filtre et sont toujours séparés par une molécule d'H20. La cavité centrale est
toujours occupée par un ion K"^. Cependant, des 4 sites du filtre de sélectivité et des deux
sites situées à la fin du pore du côté extracellulaire, il y en a toujours la moitié qui sont
inoccupés, l'autre moitié étant occupée évidemment. Les ions se déplacent dans le filtre
de sélectivité en adoptant deux coordinations soit la configuration (1,3) et (2,4)
respectivement (Fig. 7B). Il est à noter que les deux configurations adopter par les ions
K"^ sont en parfait équilibre de sorte à ce que les ions qui passent à travers le canal K"^ ne
rencontrent aucune barrière d'énergie (Morais-Cabral et al., 2001). Cette nouvelle
description de la conduction cinétique des ions dans le filtre de sélectivité et le pore du
canal contraste avec les descriptions antérieures de la « single » ou « multiple file
diffusion » et les barrières d'énergie énormes que les ions devaient surmonter lors de leur
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Figure 7- Positions adoptées par les ions K"^ lorsqu'ils passent à travers le filtre de
sélectivité.
(A) Lors de leur passage dans le canal K"^, les ions interagissent avec sept sites distincts le
long de l'axe du pore : la cavité centrale du pore, le filtre de sélectivité et deux sites situés
à proximité du pore du côté extracellulaire. (B) En se déplaçant, les ions adoptent
deux coordinations soit la configuration (1,3) et (2,4) respectivement et ils sont en tout
temps séparés par une molécule d'HiO.
Le canal du RS
Au cours des dernières années, le canal K"^ du RS des muscles squelettiques de lapin
(Miller, 1983; Latorre et al, 1983; Miller et al., 1984) et de grenouilles (Labarca et al.,
1981) a été beaucoup étudié. Quelques études se sont aussi intéressées sur le canal K"^ du
RS des muscles cardiaques de lapin (Tomlins et al., 1984) et de chien (Tomlins et
Williams, 1986; Hill et al., 1990). La caractérisation de ses comportements conducteurs
et cinétiques est de nos jours bien connue. De façon générale, les eanaux K"^ du RS sont
sélectifs aux cations monovalents (Miller, 1978; Miller et al., 1979; Coronado et al.,
1980b; Tomlins et al., 1984; Stein et al., 1989; Lin et al., 1991b). Il a été montré que le
canal cardiaque canin pouvait transporter du T1 >NH4 > Cs > K > Rb > Na > Li (Hill,
Jr. et al., 1989). Plusieurs groupes ont également identifier un état sous-conducteur à ce
canal (Hill et al., 1989; Hill et al., 1990 ; Lin et al., 1991a). Les canaux K"^ du RS ont
aussi un comportement voltage-dépendant. La probabilité d'ouverture (Po) de ces canaux
est plus élevée lorsque le potentiel électrique du côté C5doplasmique est positif par rapport
au côté luminal (Miller, 1978 ; Labarca et al., 1980 ; Tomlins et al., 1984 ; Hirashima et
al., 1991 ; Hill et al, 1990). Aussi, il a été montré que le courant potassique passant dans
le canal est bloqué de façon compétitive par de nombreux cations divalents (Miller,
1978), par le Cs"^ (Coronado et al., 1979; Coronado et al., 1980a) et par les ammoniums
quaternaires (Coronado et al., 1980a, 1982; Miller, 1982). La 4-aminopyridine a aussi
été rapportée comme bloqueur de ce canal (Lin et al., 1998).
Contexte, but et objectifs spécifiques du projet
Contexte
Dans le cœur humain, le couplage excitation-contraction est principalement
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contrôlé par le mécanisme appelé CICR. (Fabiato, 1989). Le canal Ca du RS provenant
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des muscles striés est connu comme étant le RyR. C'est un canal de type « Ca rclcasc
channcl » et il a été étudié en détails par plusieurs groupes dans le passé (Franzini-
Armstrong et al., 1997; Sutko et al, 1997). Notre laboratoire a publié récemment les
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caractéristiques fonctionnelles de l'isoforme RyRa d'un canal de type « Ca
release channcl » présent dans les cellules atriales humaines (Côté et al., 2000). Il a été
proposé qu'une inhibition de la libération rapide du Ca^"^ à l'intérieur des cellules
cardiaques pouvaient avoir lieu en bloquant le mouvement des ions et Cl" à travers la
membrane du RS (Kargacin et al., 2000; Dods et al., 2001). Très peu d'information est
disponible actuellement sur la pharmacologie ainsi que l'identité moléculaire des canaux
K"^ du RS cardiaque ou des muscles squelettiques (Hill et al., 1989; Liu et al., 1991a;
Ficher et al., 1997). A notre connaissance, cette étude est l'une des premières qui tente
d'établir le profil pharmacologique des canaux K"^ du RS cardiaque humain à partir de
fractions atriales enrichies. Paradoxalement, la biologie moléculaire des canaux K"^
cardiaque de la membrane sarcolemmale a fait beaucoup de progrès au cours des demières
années (Shieh et al., 2000). Différents canaux IK^ provenant des membranes de surface
ont été clonés et exprimés dans des systèmes hétérologues. Plus de 60 sous-unités des
canaux K"^ sont maintenant clonées (Snyders D J et al., 1999). D'un autre côté, l'identité
moléculaire ainsi que la pharmacologie des canaux IK"^ des membranes intracellulaires
sont pratiquement inconnus. Quelques progrès ont été fait récemment sur l'identification
de gènes potentiels codant pour des canaux Cl" intracellulaires (Berrymann et al., 2000).
Puisque les propriétés biophysiques et électrophysiologiques des canaux K"^ du RS
ont été relativement bien décrites dans le passé au niveau des muscles squelettiques
(Coronado et al., 1980a; Hirashima et al., 1991), des myocytes cardiaques (Hill et al.,
1989; Liu et al., 1991a; Shen et al., 1993) et du diaphragme (Picher et al., 1996), le focus
de cette étude se tourne maintenant vers une analyse des propriétés pharmacologiques de
ces canaux. Une approche moléculaire a été utilisée afin de pouvoir identifier ces canaux
K"^ intracellulaire par comparaison avec les canaux K"^ des membranes de surface.
Objectifs spécifiques de mon projet
•  Étudier l'inhibition allostérique de différents agents sur la liaison spécifique de la
[H^]-Ryanodine sur des fractions microsomales enrichies de RS atrial d'humains
et d'ovins.
• Reconstituer dans des bicouches lipidiques planes (BLP) les canaux K"^ du RS
atrial humain et ovin de façon à caractériser leur proriétés biophysiques.
•  Tester et évaluer les effets de différents agents pharmacologiques déjà connus
pour interagir avec les canaux K"^ des membranes de surface (IbTX, 4-AP, E-4031
et amiodarone) sur les canaux K"^ du RS de façon à rattacher ce canal à un de ses
homologues ou à certains isoformes des canaux K"*" des membranes de surfaces
dans l'optique de faeiliter leur clonage et donc de révéler, à long terme, leur
identité moléculaire.
Matériel et méthodes
Préparation des microvésicules atriales
Les préparations de microvésicules provenant de fractions microsomales brutes ou
de fractions enrichies en RS d'oreillettes ont été isolées à partir de tissu auriculaire
d'humain ^ ou d'ovin Le protocole utilisé est semblable à celui décrit par notre
laboratoire (Decrouy et al., 1996) qui avait été adapté de celui de Meissner et al., 1987.
Les tissus humains ont été recueillis lors de la mise en place d'une circulation
extracorporelle chez des patients devant subir une intervention chirurgicale cardiaque
nécessitant l'arrêt du cœur. La procédure requiert l'incision de l'appendice aiuiculaire
droit et ce fragment d'oreillette au lieu d'être éliminé, est utilisé pour des fins de
recherches avec le consentement écrit du patient (CRC 9806 R2). La participation est
donc volontaire et l'anonymat du patient est préservé. Environ 50 patients âgés de 55 ans
et plus ont participé à ce projet de recherche (2/3 des patients était des hommes et 1/3 était
des femmes). Certains patients ont reçu des P-bloqueurs. Les appendices auriculaires
recueillis pèse en moyenne 510 ± 40 mg (n = 50). Ils sont lavés dans du «Minimum
Essential Médium» (MEM), incubés dans du MEM + 20 % de glycérol et congelés
rapidement à l'azote liquide. Les appendices auriculaires sont conservés à -80°C jusqu'à
ce que 10 g de tissus soient collectés (environ 20 appendices). Au moment de la
préparation des fractions microsomales, les tissus sont lavés et homogénéisés en présence
^ Protocole de recherche utilisant des appendices auriculaires humains révisé et accepté par le comité de
déontologie de la recherche chez l'humain de l'institution (CRC 9806 R2).
^ Protocole de recherehe utilisant des tissus de mammifères révisé et accepté par le comité
d'expérimentation animale de l'institution (CM 018).
d'inhibiteurs de protéases (Tableau 2) dans einq volume de solution A (voir Tableau 1).
L'bomogénat est ensuite centrifugé à 9500 rpm (8000 x g) dans un rotor Ti 42.1 pendant
20 minutes de façon à éliminer les débris cellulaires (voir Fig. 8). Le surnageant est filtré
à travers deux couches de coton fromage et centrifugé à 33000 rpm (90 000 x g) dans un
rotor Ti 42.1 pendant 80 minutes. Le culot ainsi obtenu contient la fraction microsomale
brute alors que le surnageant contient la fraction cytosolique diluée qui est éliminée ou
conservée pour des essais d'activité enzymatique. Le culot est resuspendu dans la
solution B (voir Tableau 1), une solution de haute force ionique afin de dépolymériser les
filaments d'actine et de myosine (Meissner, 1975; McICinley et al., 1978) et de haute
concentration en sucrose pour conserver l'intégrité des microvésicules lors de la
cryocongélation. On obtient notre fraction microsomale brute en homogénéisant le tout
au potter.
Les cœurs ovins ont été recueillis à l'abattoir local (Viandes Giroux inc. de East
Angus). Les cœurs sont prélevés rapidement après la mort de l'animal et les tissus
auriculaires (environ 100 g) sont lavés immédiatement dans une solution tyrode contenant
de l'héparine. Les oreillettes sont par la suite isolées et le protocole utilisé pour la
préparation de fractions microsomales brutes est identique à celui décrit pour l'humain.
Les fractions enrichies en RS sont obtenues par centrifugation isopycnique sur gradients
discontinus de sucrose (25%-40%) de la fraction microsomale brute à 26 000 rpm (80 000
X g) dans un rotor SW 28 pendant 16 heures. Les différentes fractions se séparent alors en
fonction de leur aptitude à flotter c'est-à-dire en fonction de leur densité « buoyant
density ». Ces différentes fractions (Fi-Fvi) sont récupérées aux interfaces des couches de
sucrose et les densités de sucroses (w/w) sont respectivement pour les fractions Fi à Fyi de
<28 %, 30 %, 33 %, 37 %, 40 % et 43 % (Rousseau et al, 1992). Les différentes fractions
sont par la suite récupérées et lavées avec la solution D pour être resédimentées par une
centrifugation à 40 000 rpm (130 000 x g) dans un rotor Ti 42.1 pendant 80 minutes. Les
culots sont ensuite resuspendus dans de la solution C et les différentes fractions sont


























pH: 7.4 pH: 7.0 pH: 7.0 pH: 7.0
Tableau 1 - Solutions utilisées dans la préparations des fractions microsomales de coeurs
canins et ovins.
50 |iM de Pefabloc
1  pM de pepstatine
1  |iM de leupeptine
2.4 LUI d'aprotinine
2 mMdePTT
1  uM de vitamine C
Tableau 2 - Cocktail d'inhibiteurs de protéases utilisés dans la préparation des fractions
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Figure 8- Étapes menant à l'isolement des fractions microsomales.
Caractérisation des microvésicules atriales
Dosage des protéines
Les contenus en protéines des différentes fractions microsomales ont été
caractérisés par la méthode du Folin-Ciocalteux (Lowry et al., 1951). Une courbe
standard est d'abord obtenue en utilisant l'albumine sérique de bovin (BSA) comme
standard. La densité optique de chaque échantillon est déterminée à l'aide d'un
spectromètre (longueur d'onde = 700 nm) et la concentration en protéines de chaque
fraction microsomale est déterminée reportant sur la courbe standard leur valeur
respective de densité optique et en déterminant la concentration de protéines
correspondante.
Expérience de liaison à la [ H]-ryanodine
Ensuite, des expériences de liaison à la [ H]-ryanodine ont été effectuées sur les
différentes fractions microsomales afin de déterminer quelle fraction est enrichie en
membrane du RS jonctionnel. La ryanodine est un alcaloïde provenant de la plante
Ryania Speciosa. La ryanodine se lie spécifiquement avec une très haute affinité au canal
calcique du RS (« Ca^'^-release channel ») qu'on appelle par le fait même le RyR. Les
essais de liaison à la [ H]-ryanodine ont été effectués tel que décrits par Lugnier (Lugnier
et al., 1993). Les différentes fractions microsomales (100 qg de protéines par tube) sont
lavées dans un tampon non-physiologique appelé tampon de « binding » (voir Tableau 3).
Ensuite, ces fractions microsomales sont incubées en présence de 5 nM de [^H]-ryanodine
(représente 2 fois la valeur du IC<i) et en absence ou présence d'un excès (5 qM) de
ryanodine froide (pour la liaison non-spécifique) pendant 90 minutes à 37°C. Après
l'incubation, le mélange est centrifugé à 12 000 rpm (25 000 x g) pendant 10 minutes et
on lave les culots avec 150 pi de tampon de binding. Les culots sont recentrifugés à la
même vitesse que la première centrifugation et sont resuspendus dans 100 pl de tampon
de binding. La liaison à la [^H]-ryanodine est déterminée en mesurant la radioactivité à
l'aide d'un compteur [3 en présence de liquide de scintillation. Finalement, la valeur de la
liaison spécifique de la ryanodine est calculée en soustrayant la liaison non-spécifique
(obtenues à partir de 5 nM [^H]-ryanodine et en présence de 5 pM de ryanodine froide)








Tableau 3 - Composition du tampon de « binding » utilisé lors des expériences de liaison
à la [^H]-ryanodine.
Pour les expériences d'inhibition allostérique, des concentrations de 0 à 30 pM de rouge
de ruthénium et 0 à 30 mM de magnésium ont été ajoutées lors des incubations. Les
courbes d'inhibition ont été générées en utilisant l'équation suivante où « a » représente la
valeur asymptotique maximale, « b » représente la pente, « c » représente l'ICso et « d »
représente la valeur asymptotique minimale :
[a-d] r
(l+{x/cf]
Gels de polyacrylamide (SDS-PAGE)
L'étude du profd protéique des différentes fractions a été étudié sur gel de
polyacrylamide de type SDS-PAGE. Le protocole utilisé pour les expériences de SDS-
PAGE est semblable à celui décrit par Laemmli, 1970. Les échantillons de protéines (20
pg de protéines par puit) provenant des différentes fractions microsomales ainsi que de la
fraction microsomale brute sont d'abords solubilisés dans du SDS 2% et séparés sur un
gel 6% SDS-PAGE en condition réductrice avec un gel concentrateur de 4%. Les gels de
polyacrylamide sont montés en utilisant mini protean III (Bio-Rad) et migrent à 200 V
pendant environ 1 heure. Les gels sont ensuite colorés au bleu de Coomassie et
éventuellement décolorés à l'aide d'une solution décolorante à base de méthanol (10 %) et
d'acide acétique (10 %).
Technique de reconstitution membranaire
Description générale de la méthode
Généralement, les enregistrements électrophysiologiques directs des canaux
ioniques provenant de membranes intracellulaires sont extrêmement difficiles à réaliser.
La technique de reconstitution membranaire est l'une des méthodes les plus efficaces et
des plus appropriées pour l'enregistrement de l'activité et l'étude de la régulation
biochimique des canaux ioniques provenant des membranes intracellulaires. Les autres
techniques (patch-clamp, double microélectrode, etc...) ne permettent d'enregistrer
l'activité des canaux ou des courants ioniques provenant des membranes de surface. La
technique de reconstitution membranaire est une méthode consistant à faire fusionner des
microvésicules renfermant des canaux ioniques ou à insérer directement des protéines
canal purifiées dans des bicouches lipidiques planes (BLP) artificielles. Cette technique
donne accès aux deux côtés des canaux reconstitués. Dans le cas des canaux provenant
des membranes de surface, les chambres cis et trans correspondent respectivement aux
côtés extracellulaire et intracellulaire des eanaux. Alors que dans le cas des eanaux
provenant des membranes du RS, les chambres cis et trans correspondent respectivement
aux côtés cytoplasmique et luminal des canaux. La technique offre aussi comme avantage
qu'elle n'élimine pas la possibilité d'interactions éventuelles des canaux avec d'autres
protéines membranaire ou des microdomaines de phospholipides qui pourraient se situer à
proximité des canaux.
Description du montage expérimental
Le montage expérimental eomprend d'abord deux chambres expérimentales {cis et
trans) qui communiquent entre elles par un petit orifice d'environ 250 pm de diamètre.
Ces deux chambres, formant ce qu'on appelle le dispositif expérimental, seront remplies
de solutions salines. Le dispositif expérimental (Fig. 9) est isolé électriquement par une
cage de Faraday, servant principalement d'isolation contre les radiations
électromagnétiques. Ce dispositif est déposé sur une table antivibratoire sur im coussin
d'air comprimé servant à diminuer les interférences avec les vibrations mécaniques. Les
deux chambres expérimentales sont reliées aux appareils électroniques par deux
électrodes d'Ag/AgCla . La chambre cis est reliée au préamplificateur alors que la
chambre trans est mise à terre virtuelle.
m^i
Figure 9- Dispositif expérimental montrant les chambres (cis et trans) et la tête du
préamplificateur.
Composition de la membrane artificielle et prétraitement
La membrane artificielle est tout simplement un film lipidique peint dans l'orifice
de 250 pm. La membrane artificielle est composée d'une suspension de 3 phospholipides
(Avanti Polar Lipids Inc.), soit le phosphatidyléthanolamine (PE), le phosphatidylsérine
(PS) et le phosphatidylcholine (PC) (Fig. 10). Ces phospholipides sont mis en suspension
dans du décane, un solvant organique, dans des rapports de 3 (PE) : 2 (PS) : 1 (PC). Pour
que les lipides adhèrent de façon plus efficace au pourtour de l'orifiee de 250 pm, celui-ci
est préalablement prétraité avec une solution composée du même mélange de
phospholipides et des mêmes rapports que ceux qui composent la membrane artificielle
sauf que le solvant est du chloroforme (Salvail et al., 1998). Pour prétraiter, une
gouttelette de ce prétraitement est déposée sur l'orifice de 250 pm et lorsque le
chloroforme est évaporé, un aimeau de phospholipides adhère sur les parois de l'orifice
(Fig. 11).

















Figure 10- Structures chimiques planes des trois phospholipides utilisés pour les
expériences de reconstitution membranaire.
Le PE et le PC sont des phospholipides switterioniques alors que le PS est chargé
négativement. Les groupes Ri et R2 représente les chaînes aliphatiques (acides gras) des
phospholipides. Par exemple en Ri il peut y avoir estérification d'acides palmitiques,
stéariques ou oléiques alors que des aeides insaturés sont liés de façon eovalente en R2
(acide arachidonique).
diamètre 250 fim
orifice de 250 fim
anneau de prétraitement
Figure 11- Aspect de l'orifice de 250 pm après prétraitement par un mélange de
phospholipides dans du CHCI3 et évaporation de ce dernier.
Formation de la membrane artificielle et gradient osmotique
Lorsque l'orifice de la chambre cis est prétraité, les deux chambres sont remplies











Tableau 4 - Solutions de KCl utilisées dans les chambres expérimentales lors des
expériences de reconstitution membranaire.
Dans nos expériences, une solution de KCl est utilisée spéeialement pour faire l'étude des
canaux K"^. Avec un pinceau de téflon, un film de notre suspension de phospholipides est
peint sur l'orifice de la chambre cis jusqu'à l'obtention d'une BLP. La formation de la
membrane artificielle est suivie à l'écran de l'oseilloscope en mesurant sa capacité
électrique. Le signal est aussi visualisé sur le moniteur vidéo ou l'ordinateur. Le Dagan
3900 mesure également la capaeitance de la membrane. Lorsqu'une membrane stable
ayant une eapacitance membranaire entre 150 et 350 pF est obtenue, un aliquot de
solution de KCl 2 M est ajouté dans la chambre cis afin de créer un gradient
électrochimique entre la chambre cis et la chambre trans et osmotique (H2O) entre la
chambre trans et cis. La solution dans la chambre cis étant hyperosmotique versus la
chambre trans, l'eau a tendance à diffuser de la ehambre trans vers la ehambre cis. La
solution est agitée à l'aide d'un barreau magnétique. Ce phénomène provoque un
gonflement des microvésicules absorbées sur la BLP et favorise la fusion des
mierovésieules à la membrane artificielle (Cohen et al., 1989).
Incorporation et fusion des microvésicules
Lorsque qu'une membrane artificielle stable est obtenue et que notre gradient
osmotique est créé, un aliquot de mierovésieules est injeeté dans la chambre cis à
proximité de l'orifiee de 250 pm à l'aide d'un capillaire relié à une pipette. Le eapillaire
est monté sur un micromanipulateur de façon à bien pouvoir le positionner vis-à-vis la
membrane artifîeielle lors de l'injection. Normalement entre 3 et 9 pl de mierovésieules
sont injeetés dépendamment de leur coneentration. Lorsqu'une mierovésieule fusionne
avee la BLP, les phospholipides des membranes se réorganisent de façon à ee que la
microvésicule et toutes les composantes membranaires (canaux ioniques, protéines ete...)
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Figure 12- Fusion dans la membrane d'une microvésicule eomportant 2 canaux ioniques
à la membrane artificielle.
Description de l'appareillage électronique
Suite à la fusion d'une microvésicule dans la membrane artificielle, l'objectif
principal de tous les appareils électroniques reliés est de façon générale d'imposer une
tension sur la membrane et ensuite de mesurer et d'enregistrer le courant éventuel passant
à travers la membrane et/ou les canaux ioniques insérés dans la BLP. Les appareils
électroniques constituant le montage expérimental ont tous des fonctions distinctes. Pour
faciliter la compréhension de la figure 13, je vais décrire le rôle de chaque pièce dans un
ordre logique. Le Dagan 3900 (Axon Instrument inc.) ainsi que le préamplificateur du
Dagan 3900, forme sans aucun doute l'appareil principal de tout le montage électronique.
Il est spécialement conçu pour les expériences de patch clamp mais un module spécial
permet son utilisation pour les études de reconstitution membranaire. C'est lui qui fixe le
voltage aux bornes de la membrane et il filtre et amplifie une partie du signal. Puisque les
courants qu'on mesure sont de l'ordre du pA donc un amplificateur opérationnel est
nécessaire dans notre montage. Le courant passe d'abord dans cet amplificateur
opérationnel auquel la chambre ois est reliée. Cet amplificateur contient une sonde de
type FET (« Field Effect Transistor ») à très faible courant de polarisation. La borne
positive est mise à la terre alors que la borne négative est reliée à la source du courant.
Lorsqu'une microvésicule fusionne dans la membrane artificielle, un courant est générer
aux bornes de la membrane. Le système s'arrange pour réinjecter un courant égal mais de
signe opposé dans la résistance Rfb, placée en contre-réaction entre la borne négative et la
sortie de l'amplificateur opérationnel, pour neutraliser la chute de voltage sentie aux
homes de la membrane. On mesure donc le courant « -i » qui est proportionnel au courant
circulant à travers le canal. Le système contient également un convertisseur courant-
tension qui traduit le courant en voltage. À la sortie du préamplificateur, le gain
correspond au courant multiplié par Rfb (10 GQ) donc à 10 mV/pA. Ce signal est
ensuite dirigé vers le Dagan 3900 qui l'amplifie d'un facteur 10 et le filtre (fréquence de
coupure de 10 kHz). Un enregistreur de données DAT 75 ES SONY (Unitrade) est
branché en parallèle avec le Dagan 3900 et enregistre les signaux bruts (tension et
courant) sur une cassette. Le courant est ensuite filtré une autre fois à 1 kHz pour
éliminer les bruits de hautes fréquences par un filtre passe-bas (8-poles Bessel, LPF-100,
Wamer Instrument Corporation) et la tension et le courant sont visualisés sur un
oscilloscope. Le courant et la tension passent également par une interface
analogue/digitale (Axon Instruments Inc.) afin d'être visualisés sur l'écran d'un
ordinateur en même temps que sur l'oscilloscope. Pour des raisons pratiques, un
interrupteur à bascule a été inséré dans le circuit pour visualiser à l'oscilloscope et sur









Figure 13- Schéma du montage expérimental utilisé lors des expériences de reeonstitution
membranaire.
Analyse des signaux
Suite à une fusion, la ligne de zéro courant qui correspond au signal de la
membrane artificielle subit un changement d'amplitude (saut de courant) qui témoigne de
l'activité électrique de un ou plusieurs canairx ioniques. L'activité du canal est alors
enregistrée pour éventuellement en faire l'analyse. Pour faire l'analyse, plusieurs
programmes informatiques sont utilisés. Le courant est d'abord digitalisé à l'aide de
programmes d'acquisition, AXOTAPE ou plus récemment AXOSCOPE (Axon
Instruments Inc.). La digitalisation est effectuée à 4 kHz soit 4 fois la fréquence de
coupure du filtre passe-bas (I kHz). Une fréquence d'échantillonnage de 3 fois la
fréquence de coupure est considérée comme étant la valeur minimale pour une
digitalisation acceptable afin d'éviter rme trop grande distorsion du signal (Colquhoun et
al., 1983). Suite à la digitalisation, plusieurs paramètres électrophysiologiques sont
analysés:
Courbe courant-voltage
La courbe courant-voltage (i/V) est le premier paramètre électrophysiologique
étudié sur le comportement d'un canal ionique. Ces courbes sont obtenues en reportant
sur un graphique la valeur du courant unitaire en fonction du voltage dans différentes
conditions expérimentales. La valeur de la pente de la courbe iA/ correspond à la
conductance unitaire (y) du canal. La conductance unitaire d'un canal nous indique la
capacité d'un canal à catalyser le passage des ions à travers la protéine.
Probabilité d'ouverture (Po)
Les canaux ioniques peuvent s'ouvrir et se fermer. Le passage du canal d'un état
fermé à un état ouvert ou d'un état ouvert à un état fermé est un processus stochastique
c'est-à-dire aléatoire dans le temps. La probabilité d'ouverture (Po) est définie comme
étant la fraction du temps total qu'un canal passe dans l'état ouvert sur le temps total de
l'enregistrement. La Po est calculée à l'aide d'un programme informatique. Le
programme qui a été utilisé est SCA, un programme qui nous a été fourni par le Dr. Mark
Nelson de l'Université du Vermont. Le programme construit un histogramme de
fréquence où le nombre d'événements rencontrés pendant l'enregistrement est cumulé
pour chacun des niveaux de courant. L'histogramme a généralement la forme d'une
double gaussienne et en calculant l'aire sous cette gaussienne, il nous est possible de
calculer la probabilité qu'un canal soit dans l'état ouvert, donc la Po, à l'aide de
l'équation suivante, où N représente le nombre de canaux, Po la probabilité d'ouverture
et « a » les aires sous les gaussiennes de l'histogramme de fréquence.
1=1
^a(i)
Temps moyens d'ouverture et de fermeture
D'autres paramètres électrophysiologiques souvent étudiés sont le temps moyen
d'ouverture (xo) et le temps moyen de fermeture (xf). Comme son nom l'indique, on
mesure le temps qu'un canal passe dans son état ouvert (Xo) et dans son état fermé (xf).
Ces paramètres sont utiles à connaître lorsqu'on veut établir des modèles cinétiques sur un
canal. La plupart des enregistrements des canaux consistent en des enregistrements
multicanaux donc ce paramètre ne sera pas exploité dans eet ouvrage.
Analyse statistiques
Les résultats sont présentés avec la valeur moyenne ± l'erreur standard (SEM) où
« n » correspond aux nombres de mesures.
Résultats
Caractérisation des fractions microsomales
Liaison spécifique à la [ H]-ryanodine sur les fractions microsomales
Des expériences de liaison spécifique à la [^H]-ryanodine ont été effectuées sur les
différentes fractions atriales ovines pour déterminer 1) leur contenu relatif en récepteurs à
la ryanodine et 2) leur sensitivité à deux inhibiteurs des canaux Ca^"^ de type « Ca^"^-
release ehannel ». La figure 14 montre les moyennes de liaison spécifique à la [ H]-
ryanodine mesurées sur les fractions microsomales dérivées des cellules atriales ovines.
Six fractions microsomales (Fi-Fvi) dérivées d'atrium de mouton ont été obtenues en
séparant la fraction brute sur un gradient discontinu de sucrose (25 % à 45 %). La
ryanodine est un ligand spécifique pour les canaux Ca^"^ du RS de type « -release
ehannel » donc par le fait même, un marqueur reconnu pour la membrane du RS
(Andersen et al., 1989). L'intégrité des RyRs, au cours de la procédure d'isolation, fut
préservée par l'ajout d'inhibiteurs de protéases (Tableau 2) dans les tampons utilisés lors
de l'isolation de nos fractions microsomales. Les résultats expérimentaux indiquent que
la fraction Fiv présente le niveau de liaison spécifique à la [^H]-ryanodine le plus élevé
(698 ± 70 fmol/mg de protéines, n = 3). La fraction Frv est la fraction la plus riche en
récepteurs à la ryanodine et doit donc être enrichie en membrane de RS jonctionnel. Elle a
donc été utilisée pour toutes les expériences subséquentes de liaison spécifique à la [^H]-
ryanodine et les expériences de reconstitution membranaire. La valeur moyenne du
niveau de liaison spécifique à la [^H]-ryanodine pour la fraction microsomale brute est de




Figure 14 - Liaison spécifique de la [^H]-ryanodine sur les différentes fractions
microsomales isolées à partir de la fraction microsomale brute.
La fraction Fi (w 16 % sucrose) a été récupérée à partir du haut du gradient. Les fractions
Fii-Fvi correspondent à des densités de sucrose de 30, 33, 37, 40 et 43 % respectivement.
Les fractions Frv et Fy sont les fractions présentant le plus haut niveau de [^H]-ryanodine
liée. Les valeurs sont des valeurs moyennes ± S.E.M. de trois expériences réalisées en
duplicata.
Profil protéique des différentes fractions microsomales
Les différentes fractions microsomales ont aussi été soumises à une analyse de
type « SDS-PAGE » 10 %, en conditions réductrices dans le but de comparer le profil
protéique des différentes fractions. La figure 15 illustre le fait que les six fractions
microsomales sont composées de différentes protéines. Toutefois, les fractions Fm, Fiv et
Fv, qui sont enrichies en RyRs comme le démontre la figure 15, présentent un niveau plus
élevé de certaines protéines lorsqu'on les compare avec la fraction microsomale brute ou
encore les fractions Fi et Fn (Fig. 15). Une bande ayant un poids moléculaire de 31 kDa,
pourrait correspondre au phospholamban pentamérique retrouvé au niveau ventriculaire
(Davis et al, 1990; Comea et al, 1997; Kadambi et al., 1997) et qui a aussi été identifié
auparavant par notre laboratoire sur des préparations atriales d'humains (Decrouy et al.,
1996). N.B. D'autres expériences SDS-PAGE ont été réalisées sur des gels de 12 % qui
exclus les protéines supérieures 250 kDa mais qui permet de détecter des protéines
inférieures à 31 kDa dont la FKBP12 qui se lie à l'isoforme RyRi (Jayaraman et al,
1992). Les fractions Fm à Fy présentent également un enrichissement d'une bande
protéique d'environ 55 à 58 kDa. Cette bande correspond à une protéine associée à la
Ca^'^Mg^'^ATPase (SERCA). Ces résultats obtenus sur les différentes fractions
microsomales suggèrent donc qu'il est possible d'enrichir la fraction microsomale brute
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Figure 15 - Profil protéique des différentes fractions analysées sur gel de polyacrylamide
(SDS-PAGE).
20 mg de protéines de chaque fraction microsomale (Fi-Fvi) et de la fraction mierosomale
brute (FB) provenant de tissus atriales ovins ont été soumis à une analyse SDS-PAGE
10 % dans des conditions réductrices. Certaines bandes protéiques sont plus intensément
marquées, notamment à 31 kDa, et semblent donc être enrichies dans les fractions (Fm-
3Effets du rouge de ruthénium sur la liaison à la [ H]-ryanodine
Dû aux quantités élevées de protéines requises pour réaliser les expériences
d'inhibition de la liaison spécifique à la [^H]-ryanodine, les fractions microsomales
enrichies en RS d'ovins ainsi que les fractions microsomales brutes dérivées des cellules
atriales de chiens furent utilisées. Les fractions microsomales brutes dérivées des cellules
atriales humaines ont été conservées pour les expériences de reconstitution membranaire.
Le rouge de ruthénium fait partie de la famille des polyamines et est coimu pour inhiber le
« Ca^"^-release channel » (Ma, 1993; Meissner, 1994; Xu, 1996; Gyorke, 1998; Kargacin,
1998). D'autres de ses congénères soient la spermine, la spermidine et la putrescine ainsi
que le rouge de ruthénium lui-même ont été rapportés pour inhiber l'efflux de Ca^"^ sur des
vésicules de RS (Chini et al., 1992; Wolosker et al., 1992). La figure 16 représente les
résultats obtenus au cours des expériences d'inhibition de la liaison spécifique à la [^H]-
ryanodine induite par des concentrations de l'ordre du micromolaire de rouge de
ruthénium (Fig. 16A). Des concentrations de rouge de ruthénium atteignant jusqu'à 30
pM furent nécessaires pour inhiber complètement la liaison spécifique à la [^H]-
ryanodine sur les fractions microsomales enrichies en RS d'ovins (Fig. 16A). La
régression de la courbe d'inhibition montre un IC50 d'une valeur de 4.11 pM tel que
déduit à partir de la valeur utilisée pour réaliser le lissage des données.
2+ 3
Effets du Mg sur la liaison à la [ HJ-ryanodine
Le Mg^"^ a aussi eu un effet inhibiteur sur la liaison spécifique à la [^H]-ryanodine
autant sur des fractions microsomales enrichies en RS d'ovins (Fig. 16B) que sur des
fractions microsomales brutes dérivées de cellules atriales de chiens (Fig. 16C). La figure
16 B et C représente les résultats obtenus au cours des expériences d'inhibition de la
liaison spécifique à la [ H]-ryanodine induit par des concentrations de l'ordre du
millimolaires de Mg^"^ (Fig. 16B et C). Des concentrations de Mg^"^ atteignant 30 mM
furent nécessaires pour inhiber presque totalement la liaison spécifique à la [^HJ-
ryanodine. La régression de la courbe d'inhibition montre une IC50 d'une valeur de 9.12
mM pour les expériences menées sur fractions microsomales enrichies en RS d'ovins et
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Figure 16 - Courbes d'inhibition de la liaison à la [ H]-ryanodine induit par le rouge de
ruthénium et le
(A) La liaison spécifique moyenne de [ H]-ryanodine liée est de 560 ± 122 finol/mg de
protéines à 100 %. Le rouge de ruthénium inhibe cette liaison spécifique de la [^H]-
ryanodine avec une valeur d'ICso de d.llpM sur des fractions microsomales enrichies en
RS de cellules atriales ovines. (B) Dans ces expériences, la liaison spécifique de [^H]-
ryanodine liée à 100 % est de 672 ± 60 fmol/mg de protéines. Le Mg^"^ inhibe cette
liaison spécifique de la [^H]-ryanodine avec une valeur d'ICso de 9.12 mM sur des
fractions microsomales enrichies en RS de cellules atriales ovines. (C) Sur ces fractions
microsomales brutes provenant de cellules atriales de chien, la liaison spécifique de [^H]-
ryanodine liée à 100 % est de 147 ± 25 fmol/mg de protéines et une IC50 de 11.52 mM a
été calculée pour le Mg^"^ sur cette liaison Les conditions de liaison spécifique à la
3  • ' •[ H]-ryanodine sont décrites dans la section de matériel et méthodes. Les points
expérimentaux représentent la valeur moyenne ± l'erreur standard (S.E.M.) calculée à
partir de trois expériences réalisées en duplicata pour chaque condition expérimentale.
Les valeurs d'ICso sont définies à partir des courbes d'inhibition.
La valeur de 147 ± 25 fmol/mg de protéines déterminée sur les fractions microsomales brutes provenant de
cellules atriales de chiens est relativement basse mais est doimée à titre comparatif.
Reconstitution membranaire des canaux Ct du RS ovin
La reconstitution et l'étude du comportement des canaux Cl' natifs du RS
ventriculaire et auriculaire cardiaque ont été réalisés dans le passé par plusieurs groupes
(Tanifuji et al., 1987; Kourie et al., 1996; Kawano et al., 1999; Kourie, 1999) incluant
notre laboratoire (Rousseau, 1989; Decrouy et al., 1995; Decrouy et al., 1996). Ainsi, les
caractéristiques biochimiques, pharmacologiques et électrophysiologiques ont été
relativement bien décrites.
La figure 17 représente un enregistrement de l'activité du canal Cl" du RS dérivé
de cellules atriales ovines. Ce canal a une conductance moyenne de l'ordre de 57 pS dans
des conditions asjonétriques (50/250 mM KCl, trans/cis) et il a un potentiel d'inversion
d'environ +22 mV (Fig.l7B). Le potentiel d'inversion du courant du canal Cl" du RS est
d'environ +20 mV en conditions asymétriques ce qui est xme valeur près du Eci calculé à
l'aide de l'équation de Nemst où « R » représente la constante des gaz parfaits (8.314
VC/K mol), « T » la température en Kelvin (295 K), « Z » la valence de l'ion Cl" (-1) et «




La valeur positive du potentiel d'inversion apparent atteste de la sélectivité anionique du
canal Cl' du RS.
50/250 mM KCl trans/cis, -10 mV
200 ms
Figure 17 - Caractéristiques fonctionnelles et électrophysiologiques du eanal Cl"^ dérivé
du RS ovin.
Enregistrements typiques d'un canal Cl" de RS ovin en conditions (50/250 mM
KCl, transicis) pour des valeurs de potentiel de -10 mV, -40 mV et de -60 mV (A). (B)
Courbe courant-voltage (i-V) pour ce type de canal Cl" de RS ovin (y=57 pS, n=3). État
ouvert ([>); État fermé (►); Conductance (y).
Reconstitution membranaire des canaux du RS humain et ovin
La reconstitution et l'étude du eomportement des canaux K"^ natifs du RS
ventriculaire cardiaque et du RS dérivé de plusieurs muscles striés ont déjà été abordées
par plusieurs groupes (Coronado et al., 1980a; Hill et al., 1989; Hill et al., 1990) ainsi que
par notre laboratoire (Rousseau et al, 1992; Ficher et al., 1996; Côté et al., 2001).
Toutefois aucune étude détaillée sur les canaux du RS atrial humain n'a été réalisée à
ce jour. On sait que les caractéristiques biophysiques (conductance, Po etc...) du canal
du RS atrial sont similaires avec celles du canal K"^ du RS ventriculaire cependant, on
ignore encore s'il s'agit de la même protéine. La figure 18 présente un exemple
d'enregistrement de canal unitaire obtenu dans des conditions asymétriques (50/250 mM
KCl transicis) pour trois différents potentiels sur des microvésicules de RS atrial humain
(Fig. 18A) et de RS atrial ovin (Fig. 18B) malgré le fait que plus de 50% des fusions
résultent en des enregistrements multicanaux. Le canal K"*" du RS exhibe des longs
événements d'ouverture et un état sous-conducteur présent à environ 50 % de l'état
conducteur complet. Cet état sous-conducteur a déjà été rapporté pour son isoforme
dérivé du RS des muscles squelettiques de lapin (Anzai et al., 1994; Ficher et al., 1996) et
des muscles ventriculaires de chien (Hill et al., 1989). La figure 18C montre que le canal
du RS humain exhibe une conductance unitaire moyenne de 193 pS (n = 10) alors que
le canal K"^ du RS ovin présente une conductance unitaire moyenne de 185 pS (n =3). Les
valeurs de conductance unitaire sont compatibles avec celles décrites auparavant sur des
canaux K"^ dérivés d'atrium humain (Côté et al., 2001) et de diaphragme de chien (Ficher
et al., 1996). Le canal du RS humain semble présenter un comportement non-ohmique
entre les valerrrs de -20 mV et +20 mV. Un de mes collègue a aussi observer ce
comportement non-ohmique sur ces mêmes canaux K"^ du RS humain (Côté et al, 2001).
On a évoquer la possibilité que cette observation est en relation avec le fait que le canal ne
soit pas dans un environnement lipidique adéquat mais nous n'avons pas de preuve
formelle. Comme les autres canaux ioniques, les eanaux K"^ peuvent s'ouvrir et se
fermer. Le passage du canal d'un état fermé à un état ouvert ou d'un état ouvert à un état
fermé est un proeessus stochastique c'est-à-dire aléatoire dans le temps. La Po représente
la fraction du temps total qu'un canal passe dans l'état ouvert divisé par le temps total de
l'enregistrement. Les valeurs de Po pour le canal K"^ du RS humain sont de 0.82, 0.67 et
0.10 pour des valeurs de potentiels de +30, +10 et -10 mV respectivement et ces valeurs
sont de 0.75, 0.58 et 0.15 pour des valeurs de potentiels de +30, +10 et -20 mV
respectivement pour le canal K"^ du RS ovin. La figure 19A montre que la Po est
dépendante du voltage avec des valeurs de Po très élevées pour des potentiels positifs.
Cependant certains canaux montrent des dépendances au voltage semblables mais
déplacées l'une par rapport à l'autres (valeur de V0.5 différentes) (Fig. 19B). Ceei laisse
sous-entendre qu'un autre paramètre pourrait intervenir dans la dépendanee de la Po au
voltage. Pour les deux types de préparations, le potentiel d'inversion du eourant du canal
du RS est d'environ -33 mV en conditions asymétriques ce qui est une valeur très près
du Ek calculé à l'aide de l'équation de Nemst (-35.8 mV). La valeur négative du potentiel
d'inversion apparent atteste de la sélectivité cationique du canal K"^ du RS. Il est à noter
que la fusion d'ime microvésicule dans la BLP est un proeessus aléatoire.
50/250 mM KCI trans/cis, +30 mV
50/250 mM KCl trans/cis, +30 mV
+10 mV
Figure 18 - Caractéristiques électrophysiologiques des canaux K"^ dérivés du RS atriale
humain et ovin..
Enregistrements typiques montrant le eomportement du canal du RS dérivé des
cellules atriales humaines (A) et ovines (B) dans des conditions asymétriques (50/250 mM
KCl, trans/cis) pour trois différents potentiels. La présenee d'états sous-condueteurs est
notable pour les trois voltages de ces traces. (C) Courbes de la relation courant-voltage
(i-V) pour ee canal K"^ de RS humain (y=193 pS, n=10) et ovin (y=185 pS, n=3) dans des
eonditions asymétriques (50/250 mM KCl, trans/cis). Atrium humain (•), Atrium ovin




Figure 19 - Courbes de la Pc en fonction du voltage pour des préparations atriales de RS
d'humains.
(A) Exemple de Po en fonction du voltage appliqué à la BLP calculé à partir de trois
canaux K"^ du RS auriculaire humain ayant des valeurs de V0.5 semblable. (B) Po en
fonction du voltage de trois canaux K"^ du RS atrial humain pour une gamme de potentiel
allant de -30 mV à +30 mV. Les trois courbes présentées montrent des dépendances au
voltage semblables mais déplacées (valeur de V0.5 différentes).
Insensibilité des canaux it du RS à des Moqueurs des canaux du SL
Les canaux K du RS sont insensibles à la 4-AP
La 4-AP est connue pour bloquer les courants de type « transient outward » (IKto)
(Bowma et al., 1981). La figure 20 démontre que l'ajout de concentrations atteignant 5
mM de 4-AP du côté cytoplasmique (chambre cis) du canal dérivé du RS d'atrium
humain n'a pas d'effet notable sur la conductance du canal K"^. Il est à noter que de plus
petites concentrations de 4-AP n'ont pas d'effet observable sur la conductance également.
De plus, la relation courant-voltage n'est pas affectée. La 4-AP est aussi connue pour
avoir des effets sur les canaux K"^ de type Shaker, de type Shaw et de type Shal. Le canal
K"^ du RS ne correspond sûrement pas à un de ces types de canaux puisque ces canaux
possèdent des faibles conductances. Par exemple, le type Shaker possède une
conductance d'environ 20 à 50 pS (Kalman et al., 1998). Dans la figure 20, il est à noter
que le potentiel d'inversion du canal du RS se trouve à -20 mV au lieu de ^ 0 mV. Ceci
est simplement dû au fait que les conditions expérimentales ne sont pas les mêmes. Pour
les expériences menées avec la 4-AP, au lieu d'être en 50/250 mM KCl, transicis, les
conditions expérimentales sont de 100/250 mM KCl, transicis. N.B. Des conditions
ioniques de part et d'autre de la BLP ont été utilisées (50/250, 100/250, 250/250 mM KCl,
transicis pour tester la sélectivité du canal.
L'IbTX n'affecte pas les canaux K du RS
L'IbTX est connu comme étant un bloqucur sélectif des canaux K"^ de grande
conductance (BKca) activés par le Ca^"^ (Kaczorowski et al., 1996). La figure 21 montre
que l'ajout de 100 nM d'IbXX du côté cis du canal K"*" dérivé de cellules atriales humaines
n'altère pas la conductance ni la cinétique du canal. Par ailleurs, la présence des états
sous-eonducteurs n'est pas affectée. Des expériences contrôles réalisées en parallèle ont
démontré que des concentrations identiques d'IbTX étaient capables d'inhiber les canaux
K"^ activés par le Ca^^ dérivés de trachées de bœuf (Benoît et al., 2001). Malgré le fait que
les canaux K"^ du RS ont une conductance (193 pS) semblable à celle des BKca (240-260
pS « in vitro » et 100-150 pS « in situ ») (Edwards et al., 1995), ils sont différents des
BKca puisqu'ils sont insensibles au Ca^"^ alors que les BKca sont activés par le Ca^"^
(Benoît et al., 2001).;
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Figure 20 -Le canal K"^ du RS atrial humain est relativement insensible à la 4-AP.
La courbe i/V du canal atrial humain n'est pas affectée par l'ajout de 5 mM de
4-AP lorsque comparée avec les valeurs expérimentales obtenues en conditions contrôles.
L'activité unitaire du canal a été enregistrée dans des conditions asymétriques de tampon
de KCl (100/250 mM KCl, transicis).
control (50/250 mM KCl trans/cis, +20 mV)
Po=0.67
IK^ + 100 nM IbTX (+20 mV)
10 pA
Po=0.69
Figure 21 - Le canal K"^ du RS atrial humain n'est pas bloqué par l'IbTX.
Enregistrement typique d'un canal K"^ de RS vmitaire en condition contrôle (trace
du haut) et en présence de 100 nM d'IbTX (trace du bas) à une valeur de potentiel de +20
mV suite à 20 minutes d'incubation. L'IbTX ne modifie aucunement l'amplitude du
courant, la conductance unitaire et ni la valeur de Po du canal. Noter que les conditions
contrôles étaient asymétriques (50/250 mM KCl, trans/cis). État ouvert (O^); État fermé
Insensibilitépharmacologique à deux antidysrythmiques
insensibilité au E-4031
Le E-4031 a été rapporté auparavant pour bloquer les canaux K"^ de type « delayed
rectifier » (IKdr) (Sanguinetti et al., 1990; Sanguinetti et al., 1991). La figure 22 démontre
que 10 pM de E-4031 ajouté du côté cytoplasmique (chambre cis) du canal K"*" dérivé de
tissus atrials ovins n'a pas eu d'effets notables sur la conduetance ni sur le comportement
de la cinétique de ce canal. De plus les canaux K"^ de type « delayed rectifier » (IKdr)
possèdent une conduetance d'environ 13 pS (Veldkamp et al., 1993), une valeur de
conduetance qui ne correspond aucunement avec celle des canaux K"^ du RS (193 pS).
insensibilité à l'amiodarone
L'amiodarone est une drogue faisant partie de la classe III des antidysrythmiques.
L'amiodarone est reconnue pour bloquer les courants K"^ de type « delayed rectifier » IKr
et IKs (Bauman, 1997; Kiehn et al., 1999) et les courants K"^ de type « inward rectifier »
IKi (Bertran et al., 1997). La figure 23 démontre que l'ajout de 30 pM d'amiodarone
(chambre cis) sur le canal K"^ du RS humain n'a pas eu d'effet sur l'amplitude du courant
unitaire ni sur la conduetance et ni sur la cinétique du canal. Tous les résultats présentés
sont représentatifs de n = 3 sur les différentes préparations membranaires.
En tenant compte du fait que le canal du RS n'est pas sensible à des
concentrations de l'ordre du micromolaires de Ca^"^ ou des concentrations de l'ordre du
millimolaire d'ATP (Ficher et al., 1996) et largement insensible à plusieurs bloqueurs et
agents pharmaeologiques coimus pour interagir avec les canaux K"^ des membranes de
surface, il est suggéré que les canaux du RS représentent des entités distinctes.
IK+ control (50/250 mM KCI trans/cis, +40 mV)
20 pA
+ 10 pM E-4031 (+40 mV)
Figure 22 - Le canal K"^ du RS atrial ovin est insensible au E-4031.
Enregistrement multicanaux typique de deux canaux K"^ de RS ovin en conditions (50/250
mM KCl, transicis) contrôle (trace du haut) et en présence de 10 pM d'E-4031 (trace du
bas) pour une valeur de potentiel de +40 mV. Le E-4031 ne modifie aucunement
l'amplitude du courant, la conductance unitaire ni la cinétique du canal. État ouvert (□►);
État fermé (+►).
IK^ control (50/250 mM KCl trans/cis, +20 mV)
Po=0.75
IK^ + 30 amiodarone (+20 mV)
10 pA
Po=0.77
Figure 23 - Le canal K"^ du RS atrial humain est insensible à l'amiodarone.
Enregistrement typique d'un canal K"^ de RS humain en conditions (50/250 mM KCl,
transicis) contrôle (trace du haut) et en présence de 30 pM d'amiodarone (trace du bas)
pour une valeur de potentiel de +20 mV. L'amiodarone ne modifie pas l'activité unitaire
du canal, l'amplitude du courant, la conductance unitaire ni la Po du canal. Etat ouvert
(O^); État fermé (F^).
Discussion
Il a été récemment proposé dans la littérature que l'inhibition du mouvement des
ions K'^ et Cl" à travers la membrane du RS pourrait diminuer la vitesse de la libération
rapide du Ca^"^ nécessaire à un couplage excitation-contraction efficace (Kargacin et al,
2000 ; Dods et al., 2001). Ce dernier étant proportioimel au taux de changement de la
concentration de Ca^"^ libre intracellulaire (Fabiato, 1983 ; Wier, 1990). Les mouvements
de K"^ et de Cl" aux bornes de la membrane du RS ont été proposés eomme étant très
importants dans le système de contre-transport de charges de façon à maintenir
F électroneutralité du système. A l'heure actuelle, très peu d'informations sont
disponibles sur les propriétés des eanaux K"^ du RS dérivé des cellules atriales. Par contre,
les propriétés biophysiques des canaux K"^ dérivés des membranes de surface sont
relativement bien décrites et connues (pour une revue voire Shieh et al., 2000). En tenant
compte de ees faits et de quelques études rapportées sur les canaux du RS des cellules
ventrieulaires, la présente étude a été eonçue dans le but de caractériser et de eomparer les
propriétés électro-pharmacologique des eanaux K"^ du RS dérivé des eellules atriales de
mammifères à celles des canaux K"^ de la membrane de surfaee. Dans le même ordre
d'idée, nous nous sommes intéressés à la pharmacologie des canaux K"^ du RS dans le but
de trouver un marqueur pharmaeologique avee une affinité suffisante pour d'abord
identifier la protéine du canal, éventuellement séquencer cette protéine, produire des
sondes moléculaires, identifier l'ADNc, dans le but ultime de purifier le canal K"^ du RS à
homogénéité. Cette stratégie pourrait être suivie pour la purification des autres types de
eanaux provenant des membranes intracellulaires. Suite à la caraetérisation des fractions
microsomales enrichies en RyRs (isoforme RyR2), nos résultats indiquent que les canaux
du RS sont insensibles à des bloqueurs et à des agents pharmacologiques connus pour
interagir avec plusieurs canaux K"^ dérivés des membranes de surface.
Caractérisation des fractions microsomales
La fraction microsomale brute isolée à partir de cellules atriales ovines a été
séparée sur un gradient de sucrose discontinu en différentes populations de membrane
dans le but d'enrichir certaines populations de vésicules en membranes dérivées du RS
jonctionnel et lourd. Les différentes fractions obtenues sont séparées en fonction de leur
capacité à flotter « buoyant density » sur un gradient de sucrose discontinu. Les mesures
de liaison spécifique à la [^H]-ryanodine ainsi que les gels d'électrophorèse effectués sur
ces différentes fractions microsomales démontrent qu'elles diffèrent au niveau de leur
profil protéique. De façon générale, il est maintenant accepté que le Ca^"^ qui entre dans le
cytoplasme d'une cellule cardiaque par l'entremise des DHPRs ou par l'échangeur
Na /Ca dans son mode inversé, lors d'un PA, déclenche la libération rapide du Ca
contenu dans le RS et cela contrôle le couplage excitation-contraction dans les cellules
cardiaques (Fabiato, 1983 ; Wier, 1990). Le Ca^"^ contenu dans le RS est libéré par les
canaux Ca^"*" de type « Ca^'^-release channel ». Ce type de canal est connu sous le nom de
récepteur à la ryanodine (RyR) parce qu'il lie la ryanodine avec une haute affinité et une
haute spécificité (Franzini-Armstrong et al., 1997 ; Sutko et al., 1997). De plus il a été
démontré par notre laboratoire que le complexe protéique du RS atrial humain, canin et
ovin qui lie la ryanodine correspond à l'isoforme RyR2 (Côté et al., 2001). Par
conséquent, la ryanodine est donc utilisée comme un marqueur des préparations
membranaire de RS. La fraction Fiv présente le plus haut niveau de liaison spécifique à la
[^H]-ryanodine et est donc enrichie en vésicules dérivées de membranes de RS
jonctionnel. Cet enrichissement a également été observé sur des préparations de RS
squelettique et ventriculaire (Meissner et al., 1988 ; Andersen et al., 1989) et sur des
préparations de RS atrial (Côté et al., 2000). De plus, les fractions Fm à Fy présentent
l'enrichissement d'une bande d'environ 31 kDa qui correspond à la forme pentamérique
du phospholamban préalablement rapportée sur diverses préparations ventriculaire et
atriale (Davis et al., 1992) incluant celles dérivées du RS atrial humain (Decrouy et al,
1996). Les fractions Fm à Fy présentent également l'enrichissement d'une bande
protéique d'environ 55 à 58 kDa qui correspond à xme protéine associée à la pompe
Ca^'^Mg^'^ATPase (SERCA) (Campbell et al., 1981). Des études ont démontré que la
pompe Ca^'^Mg^'^ATPase sur des muscles squelettiques de lapins correspondait à une
bande de l'ordre de 100 kDa (Valente et al, 1990; Rousseau et al, 1991). La présence de
cette bande de 100 kDa est observée dans nos préparations mais ne semble pas être
enrichie. Puisque le but de ce travail était d'étudier les propriétés fonctionnelles des
canaux sélectifs aux ions monovalents K"^ du RS atrial, la fraction Fiy a été utilisée pour
les expériences de liaison spécifique à la [^Fl]-ryanodine et pour les expériences de
reconstitution des canaux dans les BLP. Il est à noter que seule la fraction microsomale
brute provenant d'atrium ovin a été enrichies en membranes de RS dû au fait que cette
procédure exige d'avoir une quantité suffisante de matériel (de l'ordre de plusieurs
grammes) et que par ailleurs il était difficile d'obtenir de telles quantités de tissus
auriculaires humain. Par conséquent, la fraction microsomale brute dérivée d'atrium
humain a été essentiellement utilisée pour les expériences de reconstitution des canaux
dans des BLP.
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Effet du rouge de ruthénium et du Mg
Le rouge de ruthénium et le sont deux substances pharmacologiques connus
pour interagir avec le canal Ca^"^ de type « Ca^"^ release channel » ventriculaire (RyRi).
(Meissner, 1994 ; Kargacin et al., 1998). Les effets du rouge de ruthénium ainsi que ceux
du Mg^"^ sur le « Ca^"^-release channel » ont été testés sur la liaison à la [^H]-ryanodine
afin de vérifier la sensibilité des RyRs à ces agents et aussi d'évaluer, de façon indirecte,
la qualité des préparations microsomales enrichies en membranes de RS. Le rouge de
ruthénium est une molécule qui fait partie de la famille des polyamines et il est utilisée
pour caractériser le RyR. Les valeurs des expériences de liaison spécifique démontrent
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que le rouge de ruthénium a un effet inhibiteur sur la liaison spécifique à la [ H]-
ryanodine (IC50 = 4.11 pM). Ces résultats sont en accords avec ceux décrits auparavant
pour le « Ca^'^-release channel » dérivé des muscles squelettiques (Ma, 1993) et des
cellules ventriculaires cardiaques (Rousseau et al., 1986 ; Kargacin et al., 1998). Il a été
clairement démontré que le rouge de ruthénium entre dans le pore du canal et bloque les
9+
courants passant à travers le « Ca -release channel » du RS des muscles squelettiques et
cardiaques. Cependant, dans des expériences contrôles, le rouge de ruthénium, dans des
concentrations de l'ordre du micromolaire, n'a eu aucun effet sur le canal K"^du RS
cardiaque et des muscles squelettiques (données non-illustrées).
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Les mesures de liaisons spécifiques démontrent également que le Mg inhihe la
liaison spécifique à la [^H]-ryanodine sur les fractions microsomales enrichies en
membrane de RS atrial d'ovins (IC50 = 9.12 mM) et sur la fraction microsomale brute
canine (11.52 mM). Le Mg^"^ est un autre modulateur ionique important dans les
processus de la libération rapide du Ca^"^ et le repompage de celui-ci. Le Mg^"^ déplace la
'  2~Hdépendance au Ca de la liaison à la ryanodine vers des eoneentrations plus élevées
comme cela a été démontré pour les muscles squelettiques (Meissner, 1994) et pour les
cellules cardiaques (Xu et al., 1996 ; Gyorke et al., 1998). Ceci est en relation avec le fait
que la ryanodine se lie plutôt au canal Ca^"^ du RS dans son état ouvert alors que le Mg^"^
tend à faire refermé ce canal. Par ailleurs, il a été montré que le Mg^"^ modifiait la
cinétique des canaux formés par les RyR dérivés du diaphragme canin et reconstitués dans
des BLPs (Pieher et al., 1997). Il a aussi été montré que le Mg^"^ a un rôle inhibiteur sur la
cinétique de ces canaux Ca^"^ provenant de RS ventrieulaire canin (Rousseau et al., 1986).
Ces résultats confirment donc que les RyRs des cellules atriales humaines et ovines sont
sensibles au rouge de ruthénium et au Mg^"^. De plus, la haute capacité de liaison à la
[ H]-Ryanodine des fractions mierosomales enrichies en RS confirme qu'il est possible
d'enrichir ces fractions d'un facteur d'environ 3 fois par rapport aux fractions
mierosomales brutes.
Analyse de la reconstitution des canaux iC dans les BLPs
L'analyse des propriétés biophysiques du canal du RS au niveau unitaire
montre que la eonductance moyenne est de l'ordre de 193 pS pour des préparations
atriales humaines et de 185 pS pour des préparations atriales ovines (Fig. 18C) dans des
conditions asymétriques (50/250 mM KCl, trans/cis). Le potentiel de zéro-courant du
canal, environ -33 mV dans des conditions asymétriques de KCl (50/250 mM KCl,
trans/cis) est assez près du Ek calculé à l'aide de l'équation de Nemst (-35.8 mV). Ce
potentiel de zéro-eourant (50/250 mM KCl, trans/cis) atteste de la sélectivité aux cations
monovalents de ce canal autant pour le canal K"^ du RS humain qu'ovin. Les
enregistrements électrophysiologiques ainsi que les valeurs de eonductance unitaire
obtenues pour ces canaux eationiques non-sélectifs sont similaires à ceux de leurs
homologues présents dans le RS des muscles striés (Hill et al., 1989 ; Liu et al., 1991a ;
Picher et al., 1996). Les canaux du RS atrial ont effectivement un comportement
voltage-dépendant ; leurs probabilités d'ouverture augmentent lorsque des potentiels
dépolarisants sont appliqués à la bicouehe. Le comportement voltage-dépendant des
canaux K"^ du RS a également été observé sur des préparations atriales de RS humain (Fig.
19B ; Côté et al., 2000). Les trois courbes dans cette figure présentent des dépendances
au voltage semblables mais légèrement déplacées sur l'axe du voltage les unes par rapport
aux autres. Ceci suggère donc qu'il pourrait exister un autre paramètre important qui
interviendrait dans la dépendance de la Po face au voltage. Lorsqu'il y a un transitoire
caleique, il y a mouvement de charges pour contre-balancer le système, soit des protons,
soit du Cr, soit du K"^ ou probablement un peu des trois. Du fait de sa concentration, le
K"^ pourrait avoir le rôle principal. La dépendance au voltage doit être reliée aux
variations de voltage que peut générer la membrane du RS.
Paramètres servant à la classification
La classification de canaux ioniques a été établie en fonction de leurs
conductances, leurs mécanismes d'activation (voltage-dépendants, ligands dépendants,
etc...) ou encore par leurs sensibilités à différents agents pharmacologiques ainsi qu'à
certaines toxines (voire la section introduction). Un des objectifs spécifiques de ce projet
était donc d'essayer d'établir un « profil pharmacologique » pour les canaux K"^ du RS
dérivé de cellules atriales de mammifères en les comparant avec ceux connus pour la
famille des canaux K"^ de la membrane sarcolemmale. La recherche d'un marqueur de la
protéine du canal K"^ du RS était la première motivation pour éventuellement purifier puis
séquencer cette protéine afin de produire des sondes (anticorps ou sondes polynucléiques)
et remonter jusqu'à l'ADNc de eette protéine.
L'amplitude du eourant unitaire, la conductanee ainsi que le comportement
einétique des canaux K"^ du RS des eellules atriales hmnaines reconstitués dans des BLPs
n'ont pas été affecté par l'addition de 5 mM de 4-AP. Les résultats obtenus dans le
présent travail sont contradietoires avec ceux déjà observés et rapportés sur des eanaux K"^
de RS dérivé de cellules ventriculaires cardiaques eanines où l'effet bloqueur de la 4-AP
avait néeessité une eoncentration de 20 mM (Liu et al., 1998). Dans ee travail, la dose de
4-AP a été limitée à 5 mM, une coneentration que l'on considère eomme étant une limite
maximale pour l'observation d'un effet spéeifique de la 4-AP sur les canaux K"^
reconstitués. De plus, du fait que nous recherchions un marqueur spécifique pour notre
eanal, soit une substanee pharmaeologique ayant une baute affinité done idéalement de
l'ordre du nM. Notre canal ne correspond donc pas à un canal K"^ de type « transient
outward » (IKto) qui est bloqué par la 4-AP et dont la conductanee unitaire est de petite
valeur (<1 pS) (Bowma et al., 1981). Nous avons également eherehé à eomparer ees
canaux du RS avec les BKca paree que leur grande eonductanee (193 pS pour
l'humain et 185 pS pour l'ovin) était semblable à eelle des BKca (100-200 pS) (Salkoff et
al., 1992 ; Butler et al., 1993). Néanmoins, le canal du RS est insensible aux variations de
Ca^"^ dans la gamme des [pM] (0.01 à 10 pM). L'addition de 100 nM d'IbTX dans la
ehambre cis n'a également pas eu d'effet sur l'amplitude du courant, la conductanee ainsi
que la Po du eanal K"^ de RS atrial humain. Une autre étude a également démontré que les
eanaux K"^ du RS des museles squelettiques et de RS ventriculaire canin étaient
insensibles aux variations de eoncentrations de Ca variant de 0.1 pM à 1 mM et
insensibles à la charybdotoxine (Chabot, 1993). La eharybdotoxine est une toxine qui
comme l'IbTX (Kaczorowski et al., 1996) bloque sélectivement les canaux de grande
conductance activés par le Ca^"^ (BKca) (Corompt et al., 1998). Il est à noter que les BKca
ne sont pas exprimés par les cellules du myocarde.
Le canal du RS dérivé des cellules atriales humaines en condition contrôle
(50/250 mM KCl, trans/cis) est également insensible à l'ajout de substances
antidysrythmiques comme le E-4031 et l'amiodarone dans la chambre cis. Le E-4031 est
un antidysrythmique connu pour inhiber les canaux de la membrane de surface de type
« delayed rectifier » IIQr (Follmer et al., 1990; Carmeliet, 1992). L'amiodarone est
également un antidysrythmique connu pour avoir des effets inhibiteurs sur les courants K"^
de type « delayed rectifier » IKr et IKs (Bauman, 1997; Kiehn et al., 1999) et les courants
K"^ de type « inward rectifier » IKi (Bertran et al., 1997). L'amiodarone est très utilisé en
clinique au niveau des arythmies ventriculaires et auriculaires (Piras et al., 1981).
Même s'ils sont voltage-dépendants, les canaux K"^ du RS se distinguent nettement
des canaux de type « Shaker», de type « Shaw » ou de type « Shal » par leur
conductance unitaire élevée et le fait qu'il ne s'inactivent pas. Les canaux K"^ de type
« Shaker», « Shaw » et « Shal » ont des conductances de l'ordre de 10-20 pS (Salkoff et
al., 1992; Butler et al., 1993). 11 a aussi été démontré que les canaux K"^ du RS des
muscles squelettiques et de RS ventriculaire canin ne sont pas phosphorylées par la PKA
(Chabot, 1993) alors que les canaux responsables du courant de type IKdr sont
phosphorylables par cette protéine kinase (Yazawa et al., 1990). Les canaux K"^ du RS
sont également insensible à la lémakalim (100 pM) et au glyburide (10 pM), des drogues
qui agissent spécifiquement au niveau des canaux K'^atp à titre d'ouvreur et de bloqueur
potassique respectivement. Par ailleurs, ils ne sont pas modulés par le GMPc (Chabot,
1993).
L'ensemble de ces résultats indiquent que les canaux K"^ du RS humain et ovin
sont électrophysiologiquement et pharmacologiquement différent des canaux de la
membrane sarcolemmale (IKto, BKca, IKdr, IKr, IKg, IKatp et IfCi). Il n'existe aucun lien
apparent entre ces canaux sélectifs aux ions monovalents du RS et ceux de la membrane
de surface, si ce n'est du fait qu'ils peuvent être partiellement bloqués par des ions comme
le TEA"^ et le Ba^"^ (Coronado et al., 1979,82 ; Miller et al., 1979 ; Miller, 1982).
Par ailleurs il est intéressant de constater que les canaux Cf (Decrouy et al.,
1996 ; Picher et al., 1997) et Ca^'^(Rousseau et al., 1986) de la membrane du RS sont
respectivement différents des canaux Cf (Berryman et al., 2000) et Ca^"^ de type L et T de
la membrane de surface. 11 apparaît donc que les canaux ioniques des membranes
intracellulaires sont différents de ceux des membranes de surface, justifiant donc la mise
en place de stratégies spécifiques et complémentaires pour révéler leur identité
moléculaire.
En résumé, les canaux sélectifs aux cations monovalents dérivés du RS de cellules
atriales humaines et ovines présentent un comportement électrophysiologique et un profil
pharmacologique différents lorsqu'on les compare au canaux des membranes de
surface. Ces canaux du RS possèdent une large conductance avec la présence d'un
état sous-conducteur et ils ont une cinétique relativement lente. Ces canaux sont
largement responsables de la conductance membranaire au cation monovalent K"^ (les ions
étant les plus abondants dans le cytoplasme avec une concentration de 140 mM
comparativement à 20 mM pour les ions Na^). Ces canaux sont très importants afin de
maintenir le potentiel membranaire du RS éloigné de Eca en tout temps de façon à ce que
les mouvements de Ca aux bornes de la membrane du RS et donc le couplage excitation-
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contraction/relaxation soient efficaces. La sensibilité des canaux K du RS au Ca soit
cytosolique {cis) ou luminal {trans) a été évaluée depuis de nombreuses années et n'a pas
montré que ces canaux étaient sensibles au Ca^"^ mais le fait d'avoir le rôle de maintenir le
potentiel de membrane du RS éloigné de Eca ne veut pas dire qu'il ne pourrait pas être
sensible aux variations de Ca^^ cytosolique. Ce canal fait probablement partie d'une
nouvelle famille de canaux présent dans les membranes intracellulaires et dont l'identité
moléculaire n'est pas encore connue.
Conclusion
Nous avons d'abord démontré qu'il était possible d'enrichir les fractions
microsomales atriales humaines et ovines en RyRs. Ces fractions sont par le fait même
enrichies en RS lourd. Ce travail est complémentaire à l'étude effectuée sur des
préparations de RS auriculaire humain dans laquelle Karel Côté avait démontré la
présence et la fonctiormalité du RS au niveau auriculaire et que les canaux Ca^"^ de type «
Ca^'^-release channel » présents au niveau du RS correspondaient à l'isoforme RyRi (Côté
et al., 2000).
Les canaux sélectifs aux ions monovalents K"^ du RS présente une grande
conductance, un état sous-conducteur à 50 % de l'amplitude du courant maximal ainsi
qu'une cinétique lente. Les propriétés électrophysiologiques et biophysiques de ces
canaux ainsi que leur insensibilité à de nombreux agents pharmacologiques suggèrent
qu'ils sont différents des canaux K"^ de la membrane de surface. Cette différence des
canaux K"^ du RS avec ceux de la membrane sarcolemmale nous indique donc que les
canaux du RS font partie d'une famille de canaux cationiques faiblement sélectifs
encore mal connue à ce jour.
Le rôle physiologique de ces canaux sélectifs aux ions monovalents (K^) du RS est
d'assurer le maintient du potentiel membranaire du RS à une valeur éloignée du potentiel
d'équilibre du Ca^"^ (Eca) lors de la libération rapide du Ca^"^. Ces canaux K"^ servent de
contre-transporteurs de charges de façon à maintenir l'électroneutralité du système
membranaire du RS d'où leur importance dans le réglage fin des flux de Ca^"^ du RS afin
d'avoir un couplage exeitation-contraction/relaxation efficace.
Perspectives
Nous avons testés sur le canal K du RS une batterie de substances
pharmacologiques connus pour interagir avec les canaux K"^ de la membrane de surface.
Nous n'avons pas trouvé d'effet de ces substances pharmacologiques sur notre canal,
cependant il existe beaucoup d'autres agents pharmacologiques qui n'ont jamais été
testés. Une approche intéressante serait de tester d'autres toxines comme par exemple, la
dendrotoxine, qui à priori a une haute affinité pour le complexe protéique avec lequel elle
interagit. Ceci pourrait permettre de purifier le canal K'^ du RS à homogénéité. C'est
d'ailleurs de cette façon qu'on a réussi à purifier les canaux K"^ activés par le Ca^"^ de type
BKca en utilisant la ChTX et l'IbTX comme marqueur spécifique.
Les canaux du RS n'ont jamais été clonés. Une avenue intéressante serait sans
aucun doute de réaliser sa purification. La purification devrait d'abord être effectuée sur
du tissu animal comme de l'ovin par exemple puisqu'il est relativement facile d'obtenir
de grandes quantités de ce tissu, contrairement au tissu humain. Il serait possible de
solubiliser et de purifier le canal K"^ du RS sur colonne anionique suivi de triage des
protéines sur tamis moléculaire et reconstitution des différents pics. Cependant, la
reconstitution dans des BLPs de canaux ou de protéines préalablement solubilisés dans du
CHAPS (détergent utilisé pour la solubilisation) est extrêmement difficile. Les détergents
sont bien connus pour entraîner la rupture des membranes artificielles.
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